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研究成果の概要（和文）： 
柑橘系フラボノイドであるフラバノン配糖体のヘスペリジンはコレステロール合成の律速酵
素である 3-ヒドロキシ- 3-メチルグルタリル CoA レダクターゼ(HMG-CoA)還元酵素を阻害し、
肝臓のコレステロール合成を調節することが報告されている。一方、Mundy らはスタチン系
薬剤のコレステロール低下作用だけでなく、骨形成促進および骨吸収について報告している。
本研究ではヘスペリジンの骨代謝に及ぼす影響について骨粗鬆症モデルマウスである卵巣摘出
マウスを用いて検討したところ、スタチンと同様なメカニズムで骨量減少を抑制する可能性が
示唆され、低分子 GTP 結合タンパク質の Rho-A の活性化が抑制されることで骨代謝調節が行
われることが推察された。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Among the naturally occurring citrus flavonoids, hesperidin, a flavanon glycoside, also regulates 
hepatic cholesterol synthesis by inhibiting the activity of 3-hydroxy-3-methylglutanyl coenzyme A 
(HMG-CoA) reductase. On the other hand, Mundy et al. reported that statins, cholesterol lowering 
agents, induce bone formation and inhibit bone resorption both in vitro and in vivo. I examined the 
effects of hesperidin on bone metabolism in ovariectomized mice, animal models of osteoporosis. The 
results of my experiment suggest that hesperidin may act on bone by the same mechanism as that of 
statins, and hesperidin effects on bone metabolism which inhibit activation of Rho-A by 
mevalonate-GG-PP metabolic pathways. 
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１．研究開始当初の背景 
柑橘系の果皮などに含まれるヘスペリジ
ンはコレステロール合成の律速酵素である
HMG-CoA 還元酵素を阻害し、血漿および肝
臓脂質の増加を抑制することが報告されて
いる(Bok SH et al, J Nutr, 129:1182-5, 1999)。一
方、高脂血症治療薬であるスタチン系製剤(商
品名：メバロチン)の多機能性の一つとして骨
代謝への作用が注目されている。Mundy G ら
はスタチンをヒト骨肉種由来の骨芽細胞様
細胞 MG63 に添加し、骨形成修飾因子である
BMP-2 の遺伝子およびタンパクの発現促進
を確認し、さらに、マウスの頭蓋骨の器官培
養実験において、スタチン投与による骨芽細
胞数と新生骨量増加を確認している(Mundy 
G et al, Science, 286:1946-9, 1999)。このメカニ
ズムについては、骨芽細胞における BMP-2
産生がスタチンにより促進され、未分化細胞
や前駆細胞に作用し、骨芽細胞への分化促進
を推測している。また、in vivo の実験系にお
いても卵巣摘出(OVX)ラットへのスタチン投
与で、骨形成速度の増加および破骨細胞数の
減少が確認され、スタチンは骨形成の促進の
みならず、骨吸収抑制にも働くことが示唆さ
れている。 
申請者はこれらの二つの報告を考え合わ
せ、ヘスペリジンによる骨量減少抑制効果の
可能性について推測し、動物実験を中心とし
た研究をこれまで進めてきた。これまでの実
験で、申請者は骨粗鬆症モデルマウスである
OVX マウスに通常のヘスペリジン(H) とヘ
スペリジンに水溶性を一万倍に高めた酵素
処理をしたグルコシルヘスペリジン(αG)の 2
種類を用いて骨密度への効果について検討
している。この結果、ヘスペリジンによって
血中コレステロールを低下し、大腿骨におけ
る骨量減少を抑制する効果を確認している
(Chiba H et al, J Nutr, 133:1892-7, 2003, 図 1)。 
(図 1 大腿骨遠位部海綿骨のμCT スキャン画像) 
 
さらに、申請者は男性骨粗鬆症モデルであ
る精巣摘出(ORX)マウスにおいてヘスペリジ
ン投与により骨量減少を抑制し、ポジティブ
コントロールに設定したスタチン投与群と
ほぼ同等の効果が示される事も確認した(投
稿中)。また、OVX により予め骨量を大幅に
低下させてからヘスペリジンを投与した実
験を行ったところ、骨量回復効果が示された
(投稿中)。すなわち、ヘスペリジンはスタチ
ンと同様な効果を示すことから、HMG-CoA
還元酵素阻害と骨代謝の関係に着目するこ
とで、薬剤を使用しない骨粗鬆症を予防する
食品物質としての可能性が推測され研究計
画を構築した。 
 
２．研究の目的 
骨代謝とフラボノイドに関する研究では、
世界的に活発に行われ、特に大豆イソフラボ
ンが骨に対してエストロゲン様作用を発揮
することで骨量減少を抑制することが確認
されている(Ishimi et al, Endocrinology 140: 
1893-1900, 1999)。また、フラボノイドの中で
ルチンによる卵巣摘出ラットの骨量減少抑
制効果も報告されている(Horcajada-Molteni 
MN et al, J Bone Miner Res, 15: 2251-8, 2000)。
さらに健康女性 62 名において、果物や野菜
の摂取が骨の健康と深く関与することが示
唆(New SA et al, Am J Clin Nutr, 71: 142-151, 
2000)された。しかし、これまでのフラボノイ
ドによる骨代謝調節に関する研究報告は「エ
ストロゲン様作用」を介した知見が多く、
HMG-CoA 還元酵素の阻害剤に着目した骨代
謝に関する研究は全くみられていない。 
一方、側鎖に窒素を含有するビスホスホネ
ートがメバロン酸合成経路の阻害により破
骨細胞の機能低下を誘導することが報告さ
れている(Thompson K et a;, Biochem Biophys 
Res Commun, 287, 337-342, 2001)。この機序は
低分子量グアノシン三リン酸(GTP)結合タン
パク質(Rho, Ras, Rab, Rac など)のプレニル化
を抑制し、細胞膜への結合を阻害することで、
破骨細胞骨格の破壊による波状縁の消失や
アポトーシス誘導によって制御しているこ
とを推察している。また、低分子量 GTP 結合
タンパク質ファミリーである Rho-A はゲラ
ニルゲラニルピロリン酸(GG-PP)により活性
型となり、骨芽細胞における骨形成修飾因子
である BMP-2 発現を抑制することが報告さ
れている。 
Hesperidin
以上のことから、食品成分による新たな骨
代謝調節機構として、コレステロール合成経
路を介したヘスペリジンの骨代謝調節を推
測し、「ヘスペリジンによる骨代謝制御メカ
ニズムの解明」を検討した。 
 
３．研究の方法 
(1) メバロン酸－GG-PP 代謝経路に及ぼす
ヘスペリジンの効果 
8 週齢 ddY 雌性マウスに卵巣摘出術(OVX)
および偽施術(Sham) を施し、卵巣摘出骨粗鬆
症モデル動物を作製した。AIN-93G 組成を基
準食とした精製飼料に酵素処理を行ってい
ないヘスペリジン(H)または酵素処理を行っ
αG‐HesperidinOVXSham
たヘスペリジン(αG)を含む飼料(*ヘスペリジ
ン含有量として両成分とも 0.5％のヘスペリ
ジン)を作成した。 
さらに、頭蓋冠器官培養を行うために、マ
ウス骨髄細胞と新生児マウス頭蓋骨より採
取した骨芽細胞の共存培養系に 1・25(OH)2D3、
PTH、PGE2、IL-1、などを添加し、この共存
培養系で形成される破骨細胞にヘスペレチ
ン(10-8－10-6M)を添加し、酒石酸抵抗性酸性
ホスファターゼ(TRAP)活性および象牙質の
吸収を指標にし、破骨細胞への分化･形成に
対するヘスペレチンによる抑制作用も評価
した。 
被験動物は AIN-93G 食を投与した Sham 群
および OVX 群と OVX+H 投与群、OVX+αG
投与群の計 4 群を設け、2 ヶ月間飼育した。
一方、骨形成に対する作用を検討するため、
屠殺 6 日前および 2 日前にカルセインを皮下
投与して骨を蛍光ラベルさせた。解剖後、大
腿骨を摘出し、X 線 CT 法により骨密度を測
定するとともに、大腿骨骨幹部および遠位部
の組織切片を作製した。骨幹部は骨形成、遠
位部は骨吸収に関する骨形態計測を行った。 
以上の方法によって網羅的にヘスペリジ
ンによる骨代謝調節に関して検討した。 
 
さらに、血清中骨代謝マーカーであるⅠ型
コラーゲン C 末端テロペプチド(骨吸収マー
カー)やオステオカルシン(骨形成マーカー)
も測定を行った。また、脛骨より総 mRNA を
抽出し、骨形成修飾タンパクである BMP-2、
破骨細胞と骨芽細胞のリモデリングサイク
ルに関与する receptor activator of NF-κB 
(RANK) / receptor activator of NF-kB Ligand：
NF-κB 活性化受容体リガンド(RANKL)) の
mRNA 発現量を RT-PCR にて測定した。 
４．研究成果 
 (1) 構造学的および生理学的評価 
ヘスペリジン投与によって子宮重量、体重
増加量に影響することなく大腿骨の骨密度
(BMD)およびカルシウム含量を増加させた。
血中骨吸収マーカーである CTx は OVX により
増加したが、ヘスペリジン投与によりその増
加が抑制された。一方で、骨形成マーカーで
ある OC はヘスペリジンの影響を受けなかっ
た。 
(2) 破骨細胞形成・分化に対するヘスペレチ
ンの抑制効果 
 (2) 組織学的評価 
大腿骨遠位部海綿骨の形態計測の結果、ヘ
スペリジン投与により、破骨細胞数が減少し、
骨吸収速度の低下が示された。一方、骨のリ
モデリングを表す動的パラメーターの指標
は OVX で大きく骨の浸食された状態を αG 投
与によって骨吸収速度および骨形成速度を
Sham レベルまで改善させた(図 2)。また、骨
質の指標である骨細胞の所見をみると(図 2)、
αG 投与によって類骨中に埋入したばかりの
骨細胞が認められ、骨基質中にも多くの骨細
胞が存在することから、骨芽細胞から骨細胞
に誘導している可能性が考えられた。 
骨代謝は破骨細胞による骨吸収と骨芽細
胞による骨形成により維持されている。破骨
細胞はマクロファージ系前駆細胞から分化
されるが、その分化は骨芽細胞による骨形成
により維持されている。RANKL は TNF-αス
ーパーファミリーに属する膜結合型のサイ
トカインであり、主に骨芽細胞上に発現する。
破骨細胞は RANKL が必須で、IL-1、PGE2、
1・25(OH)2D3などの骨吸収因子が骨芽細胞に
作用する RANKL 発現が亢進し、マクロファ
ージはRANKLの受容体であるRANKを有し、
RANKL の結合により破骨細胞への分化が促
進されることが知られている。 
まず、骨細胞培養を行うために、マウス大
腿骨を無菌的に摘出し、0.25M ショ糖液で洗
浄後、皮質骨と海綿骨に分け、ヘスペリジン
のアグリコンであるヘスペレチン等を含有
する培養液中で、上記骨組織片を 37℃条件下
で 48 時間、5％CO2インキュベーター中で培
養した。なお、培養液のみで培養したものを
control とした。インキュベーター中で培養し
た後、組織片を 0.25M ショ糖液で洗浄、乾燥
後、骨重量を測定し、組織片に濃硝酸を加え
て 120℃で 12 時間灰化し、骨カルシウム量を
定量した。一方を超音波処理した後、遠心分
離して上清を酵素液として定法にて骨アル
カリ性ホスファターゼ活性を調べた。また、
骨組織中の細胞数の指標として、DNA 量を定
量した。培養後、組織片を 0.25M ショ糖液で
洗浄し、湿重量を測定後、粉砕し、4℃で 24
時間浸透させた。この液を遠心分離し、上清
を試料として定量した。 
(図 2 破骨細胞における骨の浸食状態) 
 
 (3）分子生物学的評価 
破骨細胞の分化抑制に関与する RANKL 
mRNA 発現量を測定したところ、Sham に比
べ、OVX で顕著に増加するものの、αG 投与
によって低下し、破骨細胞形成抑制因子の
OPG mRNA 発現量が逆に増加した。さらに、
脛骨由来の骨髄を採取し、ELISA 法により、
低分子量 G 蛋白質を測定したところ、Sham
に比べ、OVX によって増加した。一方で、未
処理ヘスペリジン投与では影響はみられな
かったものの、αG 投与によって低下した。
これらの結果から動物実験ではヘスペリジ
ンによる低分子 G 蛋白質を介した骨代謝調
節機構が示唆された。 
(4）骨形成増進作用の評価 
これらの結果に基づき、骨細胞培養実験を
行ったところ、ヘスペリジンのアグリコンで
あるヘスペレチン(10-8－10-6M)を含有する培
養液中で、大腿骨の骨幹部と骨幹端組織を 48
時間培養した。骨組織中のカルシウム量、ア
ルカリ性ホスファターゼ活性(骨石灰化促進
酵素)および DNA(骨組織中細胞数の指標)量
を測定した。その結果、ヘスペレチン(10-8－
10-6M)は、皮質骨である骨幹部および海綿骨
である骨幹端部組織のカルシウム量が増加
した。また、ヘスペレチン(10-8－10-6M)は、
皮質骨および海綿骨のアルカリ性ホスファ
ターゼ活性を有意に増加させた。さらに、皮
質骨部および海綿骨部の DNA 量は、ヘスペ
レチン(10-8－10-6M)の存在下で増加した。 
(5）破骨細胞形成･分化に対する評価 
PTH 存在下で骨組織を培養すると、カルシ
ウム量が減少したが、この減少は、ヘスペレ
チン(10-8－10-6M)の存在下で有意に抑制され
た。同様に、生理的な骨塩溶解をひき起こす
PGE2(10-5M)においても、骨組織中カルシウム
量が減少したが、この減少はヘスペレチン
(10-8－10-6M)の存在下で抑制された。 
(6) 得られた成果の社会へのインパクト 
ヘスペリジンは、メバロン酸合成経路を介
して、骨形成を促進するとともに、骨吸収を
抑制することにより、骨量減少を抑制し骨量
維持に働くことが推察された。 
近年、フラボノイドには生活習慣病予防効
果が期待されているが、野菜や果物の成分が
その一端を担うのであれば幸いである。ヘス
ペリジンの骨量減少抑制作用については動
物では明らかにされているが、今後はヘスペ
リジンによる骨代謝調節に関わる詳細な制
御部位を確かめる必要がある。また、骨密度
改善効果が報告されたスタチン系薬剤には
重篤な副作用(横紋筋融解作用)が報告され
ているが、スタチン系薬剤の副作用が緩和さ
れた形で骨に対してより特異的な作用を示
す抗骨粗鬆症因子として期待できる新たな
食品素材である可能性が示唆された。 
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